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The present invention relates to new expression vectors of heterologous proteins in 
eukaryotic cells, in particular mammalian cells. 

A heterologous protein within the meaning of the invention is understood to be a 
protein that is not expressed naturally by the cells in question, or else a protein that is not 
necessary to the survival of those cells. 

Numerous vectors causing expression of genes encoding for such heterologous 
proteins in mammalian cells have already been described. The need to have more and more 
efficient vectors is constant, notably in order to appreciably increase the quantity of product 
synthesized by the host system and to permit the selection of productive cells and the 
preparation of stable cell lines producing said protein in quantities compatible with an 
industrial yield. Various approaches have already been suggested to improve the efficiency 
of this type of vector in both transcription and translation. 

Thus, for example, numerous vectors use as promoter of the transcription of the 
DNA sequence encoding for the heterologous protein, hybrid sequences comprising the 
activator sequence of the SV40 virus (repeats of 72 base pairs) associated with the major 
late promoter of adenovirus 2. An improvement of the efficiency of this type of vector has 
already been obtained by various means by inserting supplemental DNA sequences 
originating from SV40 (repeats of 21 base pairs) and capable of binding transcription 
factors or tripartite leader sequences of adenovirus 2 favoring the translation of the 
messenger RNA. 

The present invention aims to provide new vectors, useful notably for the expression 
of complex proteins such as the coagulation factors, in mammalian cells. 

The vectors according to the invention are characterized in that the elements 
ensuring the expression of the sequence encoding for the heterologous protein comprise the 
essential elements of the leader sequence and/or of the promoter sequence of the EIII gene 
of adenovirus 2. An essential element is understood to be the sequence ensuring increased 
protein production and/or control of the expression of the sequence for the promoter. 
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The adenoviruses have a linear double-stranded DNA which has 35 kilobases 1 in 
the case of the serotype 2 (Ad2). The adenoviruses have five or more early transcription 
units, one of which is the EIII gene, and several late transcription units (1, 2). The 
restriction map of the upstream elements of the EIII gene is shown in Figure 1. The 
coordinates indicated for the nucleotides correspond to those obtained from the Ad2 
sequence of the EMBL data base. 

Among the important elements of the EIII gene, one distinguishes the promoter and 
the leader sequence, the promoter going up to the Cap site, and the leader sequence going 
from the Cap site to the translation initiator ATG. 

Several variants of the invention can be implemented. 

In a first variant, only all or part of the leader sequence of the EIII is present on the 
vector. Preferably, it involves a portion of the sequence which comprises an intron, so that 
the expression vector carries an intron in the nontranslated 5 f part of the messenger RNA 
(see Figure 1). In that case, the promoter used can be any of the functional promoters for 
expressing heterologous genes in mammalian cells. For example, one can cite that of the 
cytomegalovirus or that of the metallothionein gene. 

In a second variant, the vector according to the invention comprises all or part of the 
EIII gene promoter, i.e., the 5 : part of the transcription elements going up to the Cap site. 

A preferred variant is that in which the vector comprises simultaneously the part of 
the leader sequence that carries an intron and all or part of the EIII gene promoter of 
adenovirus 2. 

It is surely preferable to have simultaneously the leader sequence and the promoter 
corresponding to the same gene of adenovirus 2. According to an additional characteristic 
of the invention, it is advantageous to add a transcription activator, in particular the 
activator sequences of SV40 (for example, the repeats of 72 base pairs, or else that of 21 
base pairs, or an association of both). 

1 Tr. note: According to our references, Ad2 has 35,937 base pairs, i.e., closer to 36 kilobases. 
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In general, the vectors according to the invention are plasmids, but one can also 
consider viral vectors insofar as they involve viruses whose cycle comprises a step in which 
the genome is in the form of double-stranded DNA, e.g., the papilloma viruses. They are 
preferably constructed to ensure integration of the sequence encoding for the heterologous 
protein in the genome of the host strain, so as to obtain stable cell lines producing said 
protein. In order to obtain cells comprising a large number of copies of the gene encoding 
for the heterologous protein, the integration vectors can comprise a sequence ensuring 
integration of the vector in several hundred copies, such as for example the murine 
mitochondrial DNA fragment of the p delta plasmid. 

To increase the production of the heterologous protein, it may be beneficial in some 
cases that the vector comprise an additional DNA sequence downstream from the DNA 
sequence encoding for said heterologous protein. 

To select the transformed cells, the vector preferably comprises a selector gene, e.g., 
the gene encoding for xanthine-guanine phosphoribosyl transferase (resistance to 
mycophenolic acid, XGPRT), the gene for resistance to G418 (Neo), or the dihydrofolate 
reductase (DHFR) gene which confers resistance to methotrexate. Preferably, the Neo gene 
will be used. 

The selector gene can be carried by an independent transcription unit, or else it can 
be placed directly downstream from the DNA sequence encoding for the heterologous 
protein. This second case is particularly advantageous because it makes it possible to 
achieve a double effect: increased production and improved selection efficiency. 

It may also be advantageous to place the selector gene in a polycistronic expression 
block containing a promoter, a DNA sequence encoding for the heterologous protein, a 
selector gene, an intron, and a polyadenylation site. In fact, it has been demonstrated many 
times that ribosomes can reinitiate the downstream translation of the stop codon, and this 
property is used to construct plasmids containing a polycistronic selection block. As 
selector gene one can use those that have been cited above; the mouse gene encoding for 
dihydrofolale [sic] reductase (DHFR) and the bacterial gene of XGPRT. 
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In order to be able to more easily select, after transformation of mammalian cells, 
those which express the heterologous protein in quantity, it is particularly advantageous to 
add to a polycistronic unit a transcription unit of a selector gene. Preferably, ah expression 
block of the DHFR gene will be used, e.g., under the control of the early promoter of SV40 
deprived of its activator sequence. 

The invention also has as its object a process for preparation of eukaryotic cells in 
order to obtain cell lines producing a heterologous protein, according to which the 
transformation of these cells is brought about by a vector according to the invention, and the 
cells expressing said proteins^ are selected. 

Among the transformation methods used, one may cite in particular the technique of 
calcium phosphate coprecipitation which will be implemented in the examples hereinbelow. 

Finally, the invention has as its object the cell lines obtained by implementation of 
the process according to the invention, in particular the CHO [Chinese hamster ovary] lines 
producing Factor VIII or Factor IX. In fact, the invention is applicable to the preparation of 
blood coagulation factors and hence also concerns a process for their preparation, according 
to which the cells are cultivated on an appropriate culture medium and the protein obtained 
is recovered from the culture. 

Other characteristics and advantages of the invention will appear in the course of the 
detailed description to follow, which will indicate some examples of constructions 
according to the invention and their application to the expression of complex proteins in 
mammalian cells. 

The following Figures illustrate the invention: 

- Figure 1 schematizes the restriction map of the upstream transcription elements of 
the EIII gene. 



2 Tr. note: The identically worded claim 16 has "said heterologous protein" [singular], which makes 
more sense. 
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- Figure 2 shows schematically the structure of the pSB394 plasmid. 

- Figure 3 shows schematically the structure of the pSBDH394 plasmid. 

- Figure 4 shows schematically the structure of the pTGEIII385, pTGEIIIDH385 and 
pTGEIIINeo385 plasmids. 

- Figure 5 shows schematically the structure of the pTG2307 plasmid. 

- Figure 6 shows schematically the structure of the pTG2330 plasmid. 
Example 1 Transient expression of Factor IX in CHO cells 

a) Construction of pSB394 and DSBDH394 

The pSB394 plasmid (Fig. 2) is a vector derived from pTG157 described in the European 
patent publication EP.A.0 140762 where the EcoRI - Bglll sequences encoding for the rabic 
glycoprotein have been eliminated and replaced by the following fragments: 

- the EcoRI - Kpnl fragment of the polylinker of M13TG13 1 (3); 

- the entire activator of the SV40 virus in the form of the Kpnl - Hindll fragment of pSO 
(4); 

- a part of the late major promoter sequence of adenovirus 2, Smal - BamHI of pM4 (5); 

- the BamHI - Bglll fragment of the polylinker of M13TG127, a vector comprising a 
polylinker with the sequence 

5' AGATCTGCAGGTCCAAGCTTGGACGGATCCCCGGGGA9TTC 3' comprising the 
BGin, PstI, Hindm, BamHI, Smal and EcoRI restriction sites; 
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- the complementary DNA of Factor IX BamHI 3 of M13TG315 inserted into the Bglll 
site of the polylinker. It is obtained by digesting the M13MP701 vector (3) by the 
BamHI and EcoRI enzymes, then inserting the EcoRI - PstI sequences of M13MP8 (6), 
the large PstI - FnuDII fragment of the complementary DNA of Factor IX (of pTG397 
(7)) and an FnuDII - BamHI adaptor with the sequence 

5' GATCCATGCAGCG 3' 
3 ■ GTACGTCGC 5 • 

restoring the complete encoding sequence of the complementary DNA. 

The pSB394 and pSBDH394 plasmids differ first of all in the integration site of the 
complementary DNA of Factor IX. While in pSB394 this DNA is inserted into the Bglll 
site of the polylinker, in pSBDH394 it is into the BamHI site that it is inserted. 4 Moreover, 
in a second step the complementary DNA of murine DHFR (Hindlll - Bglll fragment of 
pMTVdhfr (8)) is introduced between the Hindlll and Bglll sites of the polylinker (see Fig. 
3). 

b) Construction of pTGEIII385. pTGEIHDH385 and pTGEIIINeo385 plasmids 
containing a fragment of the Em gene of adenovirus 2 

To implement these constructions, one can use adenovirus 2 deposited under ATCC No. 
VR-846. The pTGEIH385 plasmid (Fig. 4) is obtained by digesting pSB394 by EcoRI and 
BamHI, then replacing the late major promoter of adenovirus 2 and the cDNA of Factor IX 
by the following sequences: 

- the EcoRI - Smal fragment of adenovirus 2 between the sequences 27372 and 2757 1 (see 
Fig. 1) (the coordinates correspond to those obtained from the Ad2 sequence of the 
EMBL data base); 



3 Tr.note: Something appears to be missing or scrambled in the preceding few words. 

4 Tr. note: The French preposition "dans", which appears 4 times in this sentence alone, can be 
translated as either "in" or "into" in English. Which is correct depends entirely on the context. Since the 
object of the preposition is often just a symbol composed of letters and numbers, we cannot guarantee that 
all our best guesses will be correct. 



AD-EX Job No. E2928A - Page 7 



- the EcoRV - Kpnl fragment of the polylinker of M13TG13 1 (3); 

- the activator of the SV40 virus in the form of the Kpnl - Hindll fragment of pSO (4); 

- the adenovirus 2 sequence from nucleotide 27572 to 28812 (from the Smal site of the 
EIII promoter to the ATG; see Fig. 1); 

- the complementary DNA of Factor IX fused to the initiator ATG of EIII. 

To implement this fusion of the complementary DNA of Factor IX and the EIII gene 
at the initiator ATGs, the complementary DNA of Factor IX is excised in the form of the 
BamHI-XhoII fragment by partial digestion of M13TG390 (described below) and cloned in 
the BamHI site of M13TG131 giving the M13TG373 vector. 

M13TG390 derives from M13TG120 (3) and contains the following sequences 
between the Sail and PstI sites: 

- an Sail - Fnudll adaptor having the sequence 

5' TCGACCATGCAGCG 3' 
3 ' GTACGTCGC 5 ' 

- The FnuDII - PstI fragment of the cDNA of factor IX coming from pTG397 
described in the European patent publication EP- 167420. 

The Hindin fragment of the leader of the EIII gene (nucleotides 28653 to 28962, see Fig. 1) 
is inserted into the Hindin site of M13TG373 and a loop mutagenesis 5 using an 
oligonucleotide with the sequence 

5' GGGGCAACATCCAAGATGCAGCGCGTGAACATGATC 3' makes it possible to obtain 
fusion of the complementary DNAs of Factor IX and the Em gene at the initiator ATGs. 



5 Tr. note: Presumably meant to be the same as the "loop-deletion mutagenesis" appearing several pages 
further on, i.e., production of a mutation comprising a deletion loop in a DNA strand. 



AD-EX Job No. E2928A - Page 8 



The pTGEIIINe6385 plasmid (Fig. 4) results from insertion of the BamM fragment 
of M13TG1823 into the BamHI site of pTGEIII385. This vector derives from M13MP9 
(6); in its BamHI site it contains a fragment of the neo gene obtained by BamHI-Bglll 
digestion of pSv2-neo (9). Once introduced, this fragment is mutated locally with an 
oligonucleotide having the sequence 

5' CATGCGAAAGGATCCTCATCC 3', making it possible to excise the neo gene in the 
form of a BamHI fragment of M13TG1823. 

The pTGEIIIDH385 plasmid (Fig. 4) is obtained by inserting the DHFR gene 
fragment of pMTVdhrf (8) into the Hindlll and BgUI sites of pTGEIII385. 

c) Transient expression in CHO cells 

Culture dishes (5 cm diameter) are seeded with 300,000 cells. At the end of 24 
hours, the DNA of the expression vectors of Factor IX (2 ng) and the DNA of an expression 
vector of beta galactosidase, pCHHO (10) (2 ug), are cotransferred by means of the 
standard technique of calcium phosphate coprecipitation (11). After 24 hours, the cells are 
washed with PBS (137 mM NaCl; 2.7 mM KC1; 8 mM Na2HPC>4; 1.5 mM KH2PO4; pH = 
7.#) and new medium is added. After a period of 48 hours, the culture media are prewashed 
and the quantity of Factor IX produced, F, is assayed by means of an ELISA assay 
marketed by Diagnostica-Stago. The cells are washed 3 times with PBS, then centrifiiged. 
They are recovered in 0.2 to 1 ml of buffer Z (10) and ruptured by means of brief 
ultrasonication. The cell debris is eliminated by means of centrifugation; the beta 
galactosidase activity B is assayed in the supernatant by a standard method (12) and the 
total quantity of proteins P is determined by a Biorad assay. The efficiency of the 
constructions is evaluated via the ratio F-P/B. 

The plasmids of the pSB series (pSB394 and pSBDH394) use promoters containing 
sequences of the late major promoter of adenovirus 2 joined to sequences of the SV40 
activator, while the plasmids of the pTGEHI series (pTGEIIIDH385, pTGEIIINeo385 and 
pTGEHI385) according to one aspect of the present invention comprise the leader sequence 
and a part of the promoter of the EIII gene of adenovirus 2 as well as the SV40 activator 
sequences upstream of the promoter. 
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pSB394 and pTGEIII385 are two monocistronic vectors, while pSBDH394, 
pTGEIIIDH385 and pTGEIIINeo385 are polycistronic, using as second gene the cDNA of 
the DHFR gene for the first two and the neo gene for the last. 



The results of transient expression of Factor IX in CHO cells are shown in Table I 

below. 



Table I ; Measurement of the transient expression of Factor IX in CHO cells 
transfected by different plasmids 



Plasmid Fxp/B * 

pSB394 2.8 

pSBDH394 7.8 

pTGEIII385 17.0 

pTGEIIIDH385 105.0 

pTGEIHNeo385 150.0 



* B: P-galactosidase activity 
P: total quantity of proteins 
F: Factor IX activity measured by ELISA 



Table I demonstrates the following results: 



1) Replacement of the late major promoter of adenovirus 2 by the elements of the EIQ 
gene of adenovirus 2 in the starting plasmid makes it possible to improve the 
quantity of Factor IX produced by a factor of 5 to 12. 

2) Addition of a sequence downstream of the cDNA of factor IX improves the 
efficiency of the constructions (pTGEIII385/pTGEIIIDH385). 

3) Addition of the sequence of the neo gene downstream of the cDNA of Factor IX 
gives a slightly better result than addition of the sequence of the cDNA of the DHFR 
gene (pTGEIIIDH385/pTGEIIINeo385). 
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Example 2 : Expression of Factor VIII All 



The analog of Factor VIII, designated by FVIIIAII, has been described in the French 
patent application No. 8711415 filed in the applicant's name. It is characterized in that it 
involves the compound in which amino acids 771 to 1662 have been deleted. 

a) Construction of pTG2307 

The pTG2307 plasmid (Fig. 5) contains a part of the p delta plasmid favoring integration of 
the vector in a large number of copies in the genome and a polycistronic transcription unit 
(promoter + leader) EIII - Factor VIIIAII/XGPRT. 

It is constructed as follows: 

The pTG2307 plasmid derives from pTG1509 (deposited in the CNCM under No. 1-681 on 
24 July 1987) described in the previously cited French patent application No. 8711415 
digested by the Ncol and Aval restriction enzymes. The short fragment is eliminated and 
replaced by the pvul - Aval fragment of M13TG347 (described below) with the aid of an 
Ncol - Pvul adaptor having the sequence: 

5 » CCGGCCTAGGCCCGGGCTGCAGAT 3 » 
3 1 GGATCCGGGCCCGACGTC 5 ' 

M13TG347 derives from M13TGE131 (3) by insertion of the following fragments into the 
EcoRI and Knpl sites: 

- EcoRI - EcoRV of pTGElH385 carrying the EIII promoter followed by its leader and a 
part of the cDNA of Factor IX 

- Smal - Knpl of pTG1080 (13) carrying the 5' end of the cDNA of Factor VIII. 

Fusion of the EIII proteins and Factor VIII at the ATGs is implemented by means of a 
deletion-loop mutagenesis using an oligonucleotide have the sequence 
5' CTGGGGGCAACATCCAAGAATGCAAATAGAACTCTCC 3'. 



AD-EX Job No. E2928A - Page 1 1 



b) 



Production of Factor VIIIAII in CHO cells 



The pTG2307 vector thus obtained is transferred into the CHODXB1 1 cells (Dr. L. Chasin, 
Columbia University, New York, USA) by the calcium phosphate coprecipitation technique 
and the transformed cells are selected by the process described in Reference (14), but 
omitting the aminopterin. The clones are isolated after 1.5 to 2 months of selection, then 
tested for their production of Factor VIIIAII. Among 14 clones tested, 7 produce between 1 
and 6 U of Factor VIII (coagulating activity) per 10^ cells per 24 hours. These production 
levels are 12 times greater than those obtained using the SV40 promoter of adenovirus 2 of 
pTG384 (construction pTG1509, described in the previously cited French patent application 
No. 8711415) (see Table II). 



Table II : Production of Factor VIIIAII in CHO cells as a function of the plasmid used 



Plasmid 


Coagulating activity U / 10^ cells x 24 h 


pTG1509 


0.5 


pTG2307 


6.0 



Example 3 : Production of von Willebrand factor with the aid of the pTG2330 plasmid 
(Fig. 6) 



The starting plasmid is the p delta plasmid, more precisely the large fragment of p 
delta between the EcoRI and Sail sites. The promoter and the leader of the Em gene are 
introduced as EcoRI - Hindlll fragment of pTGEIII385, then a Hindlll - Bamffl adaptor 
coming from M13TG131 (3) and the block of the Neo gene [in the form of a] BamHI 
fragment of M13TG1823 (described previously) bound to the Bglll - Sail fragment of 
pTGEIII385. The plasmid thus formed is designated by pTG2323. 

To obtain the DHFR block, the pSBDH394 plasmid is digested by Hindm and 
PvuII, then the Factor IX expression block is replaced by the SV40 early promoter, Hindll - 
Hindm fragment of p delta. The HindTfl site is then eliminated: the plasmid is digested by 
Hindlll, the site is filled by DNA polymerase (Klenow fragment) and the plasmid is 
religated. 
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The DHFR expression block is excised by Sail - SphI digestion and cloned in 
M13TG131 (3) cut by those same enzymes, yielding M13TG346. Thus the DHFR block is 
understood to be a transcription unit formed of an expression block of the DHFR gene 
under the control of the SV40 early promoter deprived of its activator sequence. The 
pTG2323 plasmid is then digested by EcoRI, then treated with SI nuclease. The ends are 
replaced with DNA polymerase (Klenow fragment), then ligated with the DHFR block, 
Smal - Sail fragment of M13TG346 (Sail end filled with Klenow). Fusion of the Sail site 
filled with Klenow and the EcoRI site treated with Si nuclease regenerates an Sail site. 

The DHFR block is integrated in such a manner that the EIII and DHFR genes are 
transcribed in opposite directions (pTG2325). A polylinker that has the sequence 

5' AGCTTCGCGAATTCTCGAG 3' 
3' AGCGCTTAAGAGCTCCTAG 5' 

and that has the Hindlll, Nrul, EcoRI, Xhol and BamHI restriction sites is introduced 
between the Hindin and BamHI sites of pTG2325, yielding pTG2328. The polylinker 
makes it possible to insert the cDNAs that are to be expressed. The expression vector of the 
von Willebrand (vWF) factor is obtained by inserting the cDNA in the form of an EcoRI 
fragment into the EcoRI site of pTG2328, yielding pTG2330. 

The cDNA encoding for complete vWF is prepared from mRNA extracted from 
human lung, an organ rich in vascular tissue and thus in endothelial cells which are 
recognized as a vWF synthesis site. The cDNA is cloned in a gtjo bacteriophage. The 
clones obtained are screened using nucleotide strains (13). 

Several clones were obtained and then assembled so as to obtain a cDNA clone 
encoding for the entire protein. The plasmid containing the assembled sequences is 
composed of the pTZ18R vector (Pharmacia) containing in its EcoRI site the cDNA of the 
vWF from nucleotide -131 (assuming that the initiator ATG is at +1) to nucleotide 8557 
(SstI site). By construction, the cDNA comprises a polyG end at its 5' end and an Sstl- 
EcoRI fragment of M13TG131 (3) at its 3' end. 
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The pTG2330 vector contains two transcription units: a vWF/neo polycistronic 
block and the DHFR block. Consequently, it is possible to select the transformed clones by 
using one of the neo or DHFR markers or both of them simultaneously. 

Thus, the pTG2330 vector has been transfected into the CHO-DHFR- DG44 line 
(obtained from Dr. L. Chasin, Columbia University, New York, USA) using the calcium 
phosphate precipitation [sic] method. Three days after the transfer, the cells are trypsinated 
and distributed in an Alha [sic] 1900 medium (GIBCD) supplemented with 10% fetal calf 
serum (FCS) and with G418 antibiotic at a concentration of 400 ng/ml or in an Alpha 2000 
medium supplemented with FCS, with (at a concentration of 10 nM or 30 nM) or without 
methotrexate. After two days of selection, the cells in G4 18 are trypsinated and distributed 
either in an Alpha 1900 medium supplemented with FCS and containing 600 ug/ml of 
G418 or in an Alpha 2000 medium (GIBCO) supplemented with dialyzed FCS and 
containing 200 or 400 ug/ml of G418. The cells are kept in these media for two to three 
weeks; then the clones that have emerged are tested for their production of vWF by means 
of an ELISA assay marketed by Diagnostic-Stago. 

Productive clones can be obtained under all selection conditions (Table I). The most 
productive ones are isolated in Alpha 2000 supplemented with methotrexate. 

At this stage, it may be of interest to improve the transfer conditions in the cells so as 
to obtain clones that are capable of resisting higher concentrations of methotrexate, or to be 
able to derive lines resistant to higher concentrations of methotrexate from clones that have 
already been isolated. 
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Table III Production of CHO-DG44 clones transformed by pTG2330 under the 
selection conditions 



Selection medium 


Number of clones obtained having a vWF production 
in ng/10 6 cells/24 h) of: 




0-10 


10-100 


100-500 


500-1000 


1000-3000 


Alpha 2000 
FCS 


26 


8 


20 


1 


0 


Alpha 2000 

FCS 
Methotrexate 
10 nM 


5 


0 


3 


3 


4 


Alpha 2000 

FCS 
Methotrexate 
10 nM 


1 


0 


0 


0 


2 
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CLAIMS 



1. Expression vector of a heterologous protein in the eukaryotic cells, comprising a 
DNA sequence encoding for the heterologous protein as well as the elements 
ensuring its expression, characterized in that the elements ensuring the expression of 
the sequence encoding for the heterologous protein comprise the essential elements 
of the leader sequence and/or of the promoter sequence of the EIII gene of 
adenovirus 2. 

2. Vector according to claim 1, characterized in that it comprises all or part of the 
leader sequence of the EIII gene. 

3. Vector according to claim 2, characterized in that the part of the leader sequence of 
the EIII gene is that which comprises the intron (nucleotides 2798 1 -28360). 

4. Vector according to claim 3, characterized in that the part of the leader sequence of 
the EIII gene is that which begins at the intron (nucleotide 27981) and extends up to 
the translation initiator ATG. 

Vector according to claim 1, characterized in that it comprises all or part of the 
promoter of the EIII gene. 

Vector according to any of claims 1 to 5, characterized in that it comprises all or part 
of the promoter and the part of the leader sequence that comprises the intron 
(nucleotides 27981-28360) of adenovirus 2. 

Vector according to claim 6, characterized in that it comprises additionally a 
transcriptional activator sequence. 

Vector according to any of the preceding claims, characterized in that it comprises 
elements ensuring its integration into the genome of the host cell, preferably the 
murine mitochondrial DNA sequence of the p delta plasmid. 



6. 



7. 
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9. Vector according to any of claims 1 to 8, characterized in that it comprises an 
additional DNA sequence downstream of the DNA sequence encoding for the 
heterologous protein. 

10. Vector according to any of the preceding claims, characterized in that it comprises a 
selector gene. 

11. Vector according to claim 10, characterized in that the selector gene is located 
downstream of the DNA sequence encoding for the heterologous protein. 

12. Vector according to claim 1 1, characterized in that the selector gene is located on a 
polycistronic expression block downstream of the DNA sequence encoding for the 
heterologous protein. 

13. Vector according to claim 1 1 or 12, characterized in that it involves the Neo gene. 

14. Vector according to any of claims 10 to 13, characterized in that it comprises a 
transcription unit of a first selector gene and a polycistronic expression block for the 
heterologous protein comprising a second selector gene. 

15. Vector according to claim 14, [characterized] in that the first selector gene is the 
DHFR gene. 

16. Process for preparation of eukaryotic cells in order to obtain cell lines producing a 
heterologous protein, characterized in that the transformation of these cells is 
brought about by a vector according to claims 1 to 15, and the cells expressing said 
heterologous protein are selected. 

17. Process according to claim 16, characterized in that the transfection is performed by 
the calcium phosphate coprecipitation technique. 

18. Cell line obtained by implementation of the process according to any of claims 16 or 
17. 
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19. Process for preparation of a heterologous protein by cell lines, characterized in that a 
cell line according to claim 18 is cultured on an appropriate culture medium, and the 
heterologous protein is recovered from the culture. 

20. Process according to claim 19, characterized in that the heterologous protein is 
chosen from among the blood coagulation factors. 



Key for French words in Figures 1 to 6 appended to the patent text 

promoteur = promotor 
facteur = factor 
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- La figure 5 reprGsente .s chSmat tquement la 
structure du plasmi&e pTG2307. 

- La figure 6 repr£sente s che"matiqueraent .la 
structure du plasmide pTG2330. 

Exemple 1 Expression transitoire de facteur IX dans 

des cellules CHO 

a) Construction de pSB394 et pSBDH394 

Le plasmide pSB394 (fig. 2) est un vecteur derive" de 
pTG157 dScrit dans la publication europfienne de brevet 
EP. A. 0140762 o\X les sequences. EcoRI - Bglll codant pour 
la glycoprotSine rabique ont §t$ Sliminfies et remplac€es 
par les fragments suivants : 

- le fragment EcoRI - Kpnl du polylinker de M13TG131 (3) 

- l'activateur entler du virus SV40 sous forme du 
fragment Kpnl - Hindll de pSO (4) ; 

- une partle de la sequence du promoteur majeur. tardif de 
1* Adenovirus 2, Smal - BamHI de pM4 (5) ; 

- le fragment BamHI - Bglll du poly linker * de M13TG127 f 
vecteur comprenant un polylinker de sequence 

5* AGATCTGCAGGTCCAAGCTTGGACGGATCCCCGGGG \ ..7.TC 3' 
coraportant des sites de restriction Bglll, PstI, 
Hindlll , BamHI , Smal et EcoRI . . 

- 1 * ADN complSraentaire du facteur IX BamHI de M13TG315 
ins6r€ dans le site Bglll du polylinker. II est obtenu 
en diggrant le vecteur M13MP701 (3) par les enzymes 
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BaaiHI et EcoRI puis en insurant les sequences EcoRI - 
PstI de M13MP8 (6), le grand fragment PstI - FnuDII de 
l'ADN complSmentaire du facteur IX (de pTG397 (7)) et 
un adaptateur FnuDII - BamHI de sequence 
5' GATCCATGCAGCG 3 r 
3 f GTACGTCGC 5 f 

restaurant la sequence codante complete de 1 T ADN 
comple'raentaire. 

Les plasmides pSB394 et pSBDH394 different en 
premier lieu par le site d f integration de 1 T ADN 
compiementaire du facteur IX. Si dans pSB394 cet ADN est 
insere dans le site Bglll du polylinker, dans pSBDH394, 
c'est dans le site BamHI qu'il est ins€r€. De plus, en 
une seconde Stape, l f ADN complSmentaire de DHFR de sourls 
(fragment Hindlll - Bglll de ptfTVdhfr(8)) est introduit 
entre les sites Hindlll et Bglll du polylinker 
(voir fig, 3). 

b) Construction des plasmides pTGEIH385, pTGEIIIDH385 et 
pTGEIIIN€o385 contecant un fragment du gene EIII de 
1 'adenovirus 2 

Pour rGaliser ces constructions, on peut utillser 
I'adSnovirus 2 depose" sous N° ATCC VR-846. Le plasmide 
pTGEIII385 (fig. 4) est obtenu par digestion de pSB394. 
par EcoRI et BamHI puis en substituant le promoteur 
majeur tardif de 1'adSnovirus 2 et 1 T ADNc du Facteur IX 
par les Squences suivantes : 

- le fragment EcoRI - Smal de l T Ad6novirus 2 entre les 
sequences 27372 et 27571 (voir fig. 1) (les coordonnfies 
correspondent a celles obtenues a partir de la sequence 
Ad2 de la banque de donnSes de l'EMBL) ; 

- le fragment EcoRV - Kpnl de polylinker de M13TG131 (3) 
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- l'activateur du virus SV40;sous forme du fragment 
Kpnl - Hindll de pSO (4) ; 

- la sequence de 1 T Adfinovi rus 2 des nucleotides 27572 a 
28812 (du site Smal du promoteur de EIII & l'ATG, voir 
fig. 1). 

- l'ADN coznpiementalre du facteur IX fusionn^a I'ATG 
Initiateur de EIII. 

Pour rSaliser cette fusion de l'ADN 
complement ai re du facteur IX et du gSne EIII au niveau 
des ATG initiateurs, l'ADN complSmentalre du facteur IX 
est excise" sous forme du fragment BamHI-XhoIl par 
digestion partielle de M13TG390 (dScrit ci-aprSs) et 
clone* dans le site BamHI de M13TG131 donnant le vecteur 
M13TG373. 

M13TG390 derive de M13TG120 (3) et contient 
entre les sites Sail et FstI les sequences suivantes : 

- un adaptateur Sail - Fnudll de s€quence : 

5 f TCGACCATGCAGCG 3' 
3' GTACGTCGC 5' 

- le fragment FnuDII - PstI de I'ADNc du facteur 
IX provenant de pTG397 dficrit dans la publication 
europSenne de brevet* EP-167420. 

Le fragment Hindlll du leader du gSne EIII (nucleotide 
28653 a 28962, voir fig.' 1) est ins6r£ dans le site 
Hindlll de M13TG373 et une mutagen&se par boucle 
utilisant un oligonucleotide de sequence 
5' GGGGC AACATCCAAG ATGC AGCGCGTG AACATG ATC 3* permet 
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d'obtenir la fusion des ADN comp lSmentaires du facteur IX 
et du gene EIII au niveau des ATG initiateurs. 

Le plasmide pTGEIIIN§o385 (fig. 4) rSsulte de 
^insertion dans le site BamHI de pTGEIII385 du fragment 
BamHI de M13TG1823. Ce vecteur derive de M13MP9 (6) ; 11 
contient dans son site BamHI un fragment du g5ne n£o, 
obtenu par digestion BamHI-Bglll de pSv2-n£o(9). Une fois 
Introduit, ce fragment est mutS localement avec un 
oligonucleotide de sequence 5 1 CATGCGAAAGGATCCTCATCC 3' 
pernettant d'exciser le g£ne nSo sous forme d'un fragment 
BamHI de M13TG1823. 

Le plasmide pTGEIIIDH385 (fig- 4) est obtenu par 
Insertion dans les sites Hindlll et Bglll de pTGEIII385 
du fragment de ge*ne DHFR de pMTVdhrf (8). 

c) Expression transitolre dans le9 cellules CHO 

Des boltes de culture (diamitre 5 cm) sont 
ensemencSes avec 300 000 cellules. Au bout de 24 heures 
1 1 ADN des vecteurs d T expression du facteur IX (2 ug) et 
1 1 ADN d'un vecteur d'expression de la beta-galactos idase, 
pCHHO (10), (2 ug) sont cot rans f 6rSs selon la technique 
classlque de coprficipi tat ton au phosphate de calcium 
(11). AprSs 24 heures, les cellules sont lav€es avec PBS 
[137 mM NaCl ; 2,7 mM KC1 ; 8 mM Na 2 HP0 tf ; 1,5 mM KH 2 P0 1| 
pH * 7,.j et du milieu neuf est ajoute*. AprSs un dfilai de 
48 heur.s les milieux de culture sont pr61ev£s et la 
quantity de facteur IX produit, F, est dosSe au moyen 
d'un test ELI S A commercialism par Diagnos tica-S t ago . Les 
cellules sont lavSes 3 fois avec du PBS puis centrifu- 
gges. Elles sont reprises dans 0,2 a 1 ml de tampon Z 
(10) et cass€es au moyen d 'une courte sonication. Les 
dSbris cellulaires sont Slimings par cent ri f uga tion , 
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1'activite" beta-galac tosidase , B, est dos£e dans le 
surnageant suivant une m€thode classique (12) et la 
quantity totale de protfiines, P, est d£termin€e par test 
Biorad, L'efficacltS des constructions est §valu£e par le 
rapport F.P/B. 

Les plasmides.de la sSrie pSB (pSB394 et 
pSBDH394) utllisent des promoteurs contenant des 
sequences du promoteur majeur tardif de l'Adfinovirus 2 
jointes aux sequences de l'activateur de SV40 alors que 
les plasmides de la s£rie pXGEIII ( pTGEIIIDH385 , 
pTGEIIIN6o385 pTGEIII385) conf ormSment a un aspect de la 
prSsente invention comportent la sequence leader et une 
partie du promoteur du gSrie EIII de 1 1 adenovirus 2 ainsi 
que en amont du promoteur les' sequences activatrices de 
SV40. 

pSB394 et pTGEII1385 sont deux vecteurs 
monocistroniques alors que pSBDR394, pTGEIIIDB385 et 
pTGEIIINe*o385 sont polycis troniques utilisant comme 
second g§ne, l'ADNc du gfcne DHFR pour les deux premiers 
et le gSne n£o pour le dernier. 

Les r€sultats d 'expression transltolre du 
Facteur IX dans les cellules CHO sont exposes dans le 
tableau I cl-aprfcs. 

Tableau I : Mesure de 1'expression transltoire du 
Facteur IX dans des cellules CHO 
transferees par diffgrents plasmides. 
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Plasmide 



F x P* 



B 



pSB394 

pSBDH394 
pTGEIII385 
pTGEIIIDH385 
pTGEIIIN€o385 



2.8 



7.8 



17.0 



105.0 



150.0 



10 



15 



20 



25 



30 



* B : activity B-galact osidase 

P ; quantity totale de proteines 

F : activity du facteur IX mesurfie par ELISA 

Le tableau I met en Evidence les rSsultats suivants : 

1) Le fait de remplacer dans le plasmide de dSpart,. le 
promoteur majeur tardif de 1 1 adinovi rus 2 par les 
€16ments du gSne EIII de 1 1 adenovirus 2, permet 
d'amfiliorer d'un coefficient 5 S 12 la quantity de 
facteur IX produite. 

2) L*adjonction d'une sequence en aval de 1 T ADNc du 
facteur IX araSliore d'un facteur 5 1 1 ef f icacitS des 
constructions (pTGEI I 13 85/pTGEIIIDH3 8 5) . 

3) L'adjonction de la sequence du g5ne n6o en aval de 
l'ADNc du facteur IX donne un rSsultat lggerement 
meilleur que l f adjonction de la sequence de 1 1 ADNc du 
g5ne DHFR (pTGEIIIDH385/pTGEIIIN6o385) . 

Exemple 2 : Expression du facteur VIIIAII 

L f analogue du facteur VIII dSsigng par FVIIIAII a 
ete dficrit dans la deraande francaise de brevet n° 8711415 
d6pos€e au nom de la Demand e re s s e ♦ II est caractgrise* en 
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ce qu'il s'agit du compost dSletS des acides aminGs 771 a 
1662. 

a) Construction de pTG23Q7 

Le plasmide pTG2307 (fig. 5) contient une partie du 
plasmide p delta favorisant 1 f integration du vecteur en 
un grand nombre de copies dans le gfinome et une unit§ de 
transcription polycistronique (promoteur + leader) EIII - 
Facteur VII I A1I/XGPRT . 

II est construct de la faqon suivante :• 

Le plasmide pTG2307 derive de pTG1509 (d£pos£ a la CNCM 
sous le numiro 1-681 le 24 juillet 1987) d€crit dans la 
demande francaise de brevet d€j3 cit§e n° 8711415 dig6r6 
par les enzymes de restriction Ncol et Aval. Le fragment 
court est eliming et substituG par le fragment Pvul - 
Aval de M13TG347 (dScrit ci-aprSs) avec l'aide d'un 
adaptateur Ncol - Pvul de sequence : 

5* CCGGCCTAGGCCCGGGCTGCAGAT 3 1 

3 f GGATCCGGGCCCGACGTC 5' • 

M13TG.347 derive de M13TG131 (3) par. insertion dans les 
sites EcoRI et Knpl des' fragments : 

- EcoRI - EcoRV de pTGEIII385 portant le promoteur EIII 
suivi de son leader et une partie de l*ADNc du 
facteur IX. 

- Smal - Knpl de pTG1080 (13) portant l T extremit§ 5^ de 
1 T ADNc du facteur VIII. 

La fusion au niveau des ATG des protfiines EIII et du 
facteur VIII est r£alis§e par une rautagfinSse par d£16tion 



# 
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10 



15 



par boucle grace l un oligonucleotide de sequence 
5 1 CTGGGGGCAACATCCAAGAATGCAAATAGAACTCTCC V. 

b) Production de facteur VIIIAII dans des cellules CHO 

Le vecteur pTG2307 ainsl obcenu est transfSre' dans les 
cellules CH0DXB11 (Dr. L . Chasin Colombia University, 
New York, USA) par la technique de cop r€cipitat ion au 
phosphate de calcium et les cellules transformers sont 
select ionn6es selon le procSde" d€crit dans la rSfSrence 
(14) mais en omettant 1 T aminop t€rine . Les clones sont 
isolSs apr§s 1,5 2 2 mois de selection puis testSs pour 
leur production de facteur VIIIAII. Sur 14 clones teste's, 
7 produisent entre 1 et 6 U de Facteur VIII (activity 
coagulante) pour 10 6 cellules et pour 24 h. Ces niveaux 
de productions sont 12 fois superieurs I ceux obtenus en 
utilisant le promoteur SV40 de 1 ' Adenovirus 2 de pTG384 
(construction pTG1509, dgcrit dans la demande francaise 
de brevet d€j3 citfie, n° 8711415) (voir tableau II). 



20 



25 



30 



Tableau II : Production de facteur VIIIAII dans les 
cellules CHO en fonction du plasmide 
utilisg . 



Plasalde 


Activity coagulante U/10 6 cellules x 24h 


PTG1509 


0.5 


PTG2307 


6.0 
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. Exemple 3 : Expression du facteur von Willebrand A 
I'aide du plasmide pTG2330 (fig. 6) 

Le plasmide de depart est le plasmide p delta 
plus pr€cisement le grand fragment de p delta entre les 
sites EcoRI et Sail. Le promoteur et le leader du gfine 
EIII sont introduits comme fragment EcoRI - HlndXII de 
pTGEIII385 puis un adaptateur Hindlll - BamHI proyenant 
de M13TG131 (3) et le bloc du gene NSo fragment BamHI de 
M13TG1823 ( pr€c€demment dScrit) 116 au fragment Bglll - 
Sail de pTGEIII385. Le plasmide ainsi forme* est d§sign§ 
par pTG2323. 

Pour obtenir le bloc DHFR, le plasmide pSBDH394 
est dlge"r§ par Hindlll et PvuII puis le bloc d'expression 
du facteur IX est substitu£ par le promoteur pr€coce de 
SV40, fragment Hindll - Hindlll de p delta. Le site 
Hindlll est ensuite e*limine* : le plasmide est digfire* par 
Hindlll, le site est rempli par 1 1 AD N polymerase 
(fragment de Klenow) et le plasmide est religufi, 

Le bloc d'expression de DHFR est excise* par 
digestion Sail - SphI et clone" dans M13TG131 (3) coupS 
par ces mSmes enzymes donnant M13TG346. Par bloc DHFR, on 
entend done une -unitS de transcription form€e d*un bloc . 
d'expression du gSne DHFR sous le contrSle du promoteur 
prScoce de SV40 privS de sa sequence activatrice . Le 
plasmide pTG2323 est ensuite dige'rg par EcoRI puis traitS 
a la nucl§ase SI. Les extr&mitfis sont remwies avec 
l'ADN polymerase (fragment de Klenow) puts ligufies avec 
le bloc DHFR, fragment Smal - Sail de M13TG346 (extr§mit£ 
Sail remplie a* la Klenow). La fusion du site Sail rempli 
avec le Klenow et le site EcoRI trait§ a la nuclgase SI, 
r6g€n«*re un site Sail. 
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Le bloc DHFR est intggr£ de sorte que les gSnes 
EIII et DHFR sont transcrits dans des directioas opposSes 
(pTG2325). Un polylinker de sequence : 

5 5 f AGCTTCGCGAATTCTCGAG 3 1 

3 1 AGCGCTTAAGAGCTCCTAG 5' 

possSdant les sites de restriction Hindlll , Nrul, EcoRI, 
Xhol et BamHI est introduit entre les sites Hindlll et 
10 BamHI de pTG2325, donnant pTG2328. Le polylinker permet 

d f ins6rer les ADNc 3. exprimer. Le vecteur d'expression du 
facteur von Willebrand (vWF) est obtenu en insurant dans 
le site EcoRI de pTG2328 1 T AD Nc sous forme de fragment 
EcoRI, donnant pTG2330. 

15 

L f ADNc codant pour vWF complet est pr§par6 a 
partir d'ARNm extralt de poumon humain, un organe riche 
en tissu vasculaire et done en cellules endothfiliales qui 
sont reconnues comme site de synth&se de vWF . L'ADNc est 
20 clone" dans un Bacteriophage gt 1{J . Les clones obtenus sont 

cribl€s en utilisant des souche nuclSot idiques (13). 

Plusieurs clones ont 6t£ obtenus puis assembles 
de faqon a obtenir un clone d'ADNc codant pour la 

25 protSine entiSre. Le plasmide contenant les sequences 

asseoblSes est constitufi du vecteur pTZ18R (Pharmacia) 
contenant dans son site EcoRI I'ADNc du vWF du nucleotide 
-131 (co..sid6rant que 1 1 ATG initiateur est a 4-1) au 
nucleotide 8557 (site SstI). Par construction l'ADNc 

30 comprend une extreraitS polyG a son extr6mit§ 5 ! et un 

fragment Sstl-EcoRI de M13TG131 (3) a son extremite 3 ! . 



35 



Le vecteur pTG2330 contient deux unites de 
transcription : un bloc polycistronique vWF/n6o et le 
bloc DHFR. II est possible par consequent de s£lectionner 
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les clones transforms en utilisant l T un des marqueurs 
nio ou DHFR, ou les deux s imult anfiment • 

Le vecteur pTG2330 a done e"t€ transfecte dans la 
lign6e CHO-DHFR" DG4 A (obtenue auprSs du Dr. L. Chasin, 
Columbia University, New York, USA) en utilisant la 
m€thode de precipitation au phosphate de calcium. Trois 
jours apr3s le transfert les cellules sant trypsinies et 
riparties dans un milieu Alha 1900 (GIBCO) supplSmentg 
av.ee 10 % de serum de veau foetal (SVF) et avec de 
1 1 antibio tique G418 a une concentration de 400 ug/ml ou 
dans un milieu Alpha 2000 supplimente" en SVF avec (& une 
concentration de 10 nM ou de 30 nM) ou Sans methotrexate. 
Apr£s deux jours de selection les cellules en G418 sont 
trypsinSes et reparties soit dans un milieu Alpha 1900 
supplimente' en SVF et contenant 600 ug/ml de G418, soit 
dans un milieu Alpha 2000 (GIBCO) supplSmentg avec du SVF 
■dialyse" et contenant 200 ou 400 ug/ml de G418. Les 
cellules sont maintenues dans ces milieux pendant deux a 
trois semaines puis les clones ayant emmerge's sont testis 
pour leur production de vWF au moyen. d'un' test ELISA 
commercialism par Diagnostic-S tago . 

Des clones producteurs peuvent 6tre obtenus dans 
toutes les conditions de selection (Tableau I)> les plus 
producteurs Gtant isolSs en Alpha 2000 supplements avec 
du methotrexate. 

A ce stade, il peut Stre intiressant d'amSliorer 
les conditions de transfert dans les cellules de facon a" 
obtenir des clones capables de risister d des ■ 
concentrations plus §lev£es de methotrexate ou de pouvoir 
diriver a" partir des clones deja" isolis des lignSes 
rfisistant £ des concentrations plus Slevies de 
methotrexate. 
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Tableau III Production des clones CH0-DG44 transformed 
par pTG2330 suivant les conditions de 
s€ lection 



Kilieu de 
selection 


Nombre de clones obtenus ayant une 
production de vWF 
(en ng/10 6 cellules/24h) de : 




0-10 


10-100 


100-500 


500-1000 


1000-3000 


Alpha 2000SVF 


26 


8 


20 


1 


0 


Alpha 2000 
SVF 

M€thot rexate 
lOnM 


5 


0 


3 


3 


4 


Alpha 2000 
SVF 

Methotrexate 
30nM 


1 


. 0 


0 


.0 


2 
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REV END I CAT IONS 

Vecteur d ' expression d'une protSine h6t6rologue dans 
les cellules eucaryotes comprenant une sequence d'ADN 
codant pour la prot§ine h€t£rologue ainsi que les 
€l€ments as su rant son expression, caract£ris§ en ce- 
que les Pigments assurant l'expression de la sequence 
codant pour la protgine h£t£rologue comprennent les 
£l€ments essentlels de la sequence leader et/ou de la 
sequence du promoteur du gSne EIII de 1'AdSnovirus 2. 

Vecteur selon la reyendicat ion 1 caract€rise" en ce 
qu'il comprend tout ou partie de la sequence leader 
du gSne EIII. 

Vecteur selon la revendication 2 caractiris€ en ce 
que la partie de la sequence leader du g£ne EIII est 
celle qui comporte l'intron (nucleotide 2 7 981-28360). 

Vecteur selon la revendication 3 caract€ris€ en ce 
que la partie de la sequence leader du g3ne EIII est 
celle qui commence a l f intron (nucleotide 27981) et 
s'Stend jusqu'a" 1 1 ATG initiateur de la traduction. 

Vecteur selon la revendication 1 caract6ris6 en ce 
qu'il comprend tout ou partie du promoteur du g&ne 
EIII. 

Vecteur selon 1 'une des revendica t ions 13 5, 
caract£r ls€ en ce que il comporte tout ou partie du 
promoteur et la partie de la sequence leader qui 
comporte l'intron (nucleotide 27981-28360) de 
1 1 AdGnovi rus 2» 
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10 



15 



7. Vecteur selon la revendicat ion 6 caracterise en ce 
que 11 comporte en outre une sequence actlvatrlce de 
transcription. 

8. Vecteur selon l f une des revendications pr€c€dentes, 
caracterise en ce que il comporte des elements 
assurant son integration dans le genome de la cellule 
h8te, de preference la sequence d'ADN mitochondrial 
raurin du plasmide de p delta. 

9 . Vecteur selon l'une des revendications 1 £ 8, 

caracterise en ce que il comporte une sequence d'ADN 
supplSmentaire en aval de la sequence d f ADN codant 
pour la proteine heterologue. 

10. Vecteur selon l'une des revendications prficSdentes 
caracterise en ce qu'il comporte un g$ne de 
selection. 



20 11. Vecteur selon la revendication 10 caract€rise en ce 

que le gSne de selection se trouve en aval de la 
sequence d'ADN codant pour la proteine heterologue. 

12. Vecteur selon la revendication 11 caracterise en ce 
25 que le gSne de selection se trouve sur un bloc 

d 'expression po lycis tronique , en aval de la sequence 
d'ADN" codant pour la proteine heterologue. 

13. Veceur selon la revendication 11 ou 12 caracterise 
30 en ce qu'il s'agit du g5ne N'eo. 

14. Vecteur selon l'une des revendications 10 a" 13 
caracterise en ce que il comporte une unite de 
transcription d'un premier ge"ne de selection, et un 

35 bloc d ' expression poly cis tron ique pour la proteine 

heterologue comportant un deuxi£me g3ne de 
selection. 
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15. Vecteur selon la revendicat ion 14 en ce que le 
premier ge*ne de selection est le gSne DRFR. 

16. Proce'de" de preparation de cellules eucaryotes afin 
5 d'obtenir des lignfies cellulaires produisant. une 

protSine hfitSrologue caractSrise" en ce que on 
effectue la transformation, de ce's cellules par un 
vecteur selon l r une des revendlca tions 1 a* 15 et que 
l'on s&lectionne les cellules exprimant ladite 
10 protfiine h6t€rologue. 

17. Procfide" selon la revendication 16 ca ra c t e* r ise" en ce 
que la transfection est effectufie par la technique de 
copr£cipitat ion au phosphate de calcium. 

15 

18. LignSe cellulaire obtenue par la mise en oeuvre du 
proc6d£ selon l r une des revendications 16 ou 17. 

19. Proce'de" de preparation d'une protgine hgt^rologue par 
20 des lignGes cellulaires caract§ris§ en ce qu'on 

cultive une lign£e cellulaire selon la revendication 
18 sur un milieu de culture appropriS et en ce qu'on 
r£cup§re la protSine h€t€rologue a" partir de la 
culture. 



25 



20. Proc£de" selon la revendication 19 carac t€r is e . eh ce 
que la protSine hgtSrologue est choisie parmi les 
facteurs de la coagulation sanguine. 
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dune proteine b^terologue dans les cellules eucaryotes com- 
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el6ments essentiels de la sequence leader et/ou de la se- 
quence du promoteur du gene F ; l de ('Adenovirus 2. 
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. La presente invention concerne de nouveaux 
vecteurs (^expression de prolines hgtferologues dans des 
cellules eucaryotes, en particulier des cellules de 
mammiferes. 

5 - 
Par procaine h§t€rologue, au sens de 
^invention, on entend une protSine qui n'est pas 
exprim^e nature llement par les cellules en cause, ou 
encore une protSine qui n'est pas nficessaire i. la survie 
10 de ces cellules. 

De nombreux vecteurs faisant exprimer des gSnes 
codant pour de telles protfiines h£t firo logues dans des 
cellules de mammife*res ont deji €t€ d€crits. Le besoin de 
disposer de vecteurs de plus en plus performants est 
permanent, notamment pour augmenter de facqn sensible la 
quantity de produit synth£tie6 par le syst&me hate et 
permettre la selection des cellules productrices et la 
preparation de lignfies cellulaires stables produisant 
ladite protfiine en des quantity's compatibles avec un 
rendement industriel. DiffSrentes approches ont d€j3 Ste 
sugg€r€es pour am€liorer l'efficacite de ce type de 
vecteurs au niveau de la transcription comme au niveau de 
la traduction, 

25 

Ainsi par exemple de nombreux vecteurs utilisent 
en tant que promoteur de la transcription de la sequence 
d'ADN codant pour la protiine hgterologue, des sequences 
hybrldes comprenant les sequences activatrices du virus 

30 SV40 (repetitions de 72 paires de bases) aScoci§es au 

promoteur majeur tardif de 1 'Adenovirus 2. Une 
amelioration de l'efficacite de ce type de vecteur a d£ja 
€te obtenue par differents moyens , en inserant des 
sequences d'ADN supplement aires originaires de SV40 

35 (repetitions de 21 paires de bases) et capables de lier 
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des facteurs de transcription. .ou encore des sequences du 
leader tripartite de l'Ad6novirus 2 favorisant la 
traduction de l'ARN messager. 

5 La pr£sente invention vise 1 fournir de nouveaux 

vecteurs, utiles notamment pour I'expression de prot£lnes 
complexes tels que les facteurs de coagulation, dans les 
cellules de mammif&res. 

10 Les vecteurs selon l f invention sont caract^risfis 

en ce que les elements assurant l'expresslon de la 
sequence codant pour la prot€ine h£t§rologue comprennent 
les elements essentiels de la sequence leader et/ou de la 
sequence du promoteur du gSne EIII de l f AdenovIrus 2. 

15 Par eiCment essentiel on entend la sequence assurant 

I 1 augmentation de la production de protSine et/ou le 
contrdle de l'expresslon de la sequence pour le 
promoteur. 

20 Les adenovirus possSdent un ADN lin§aire double 

brin qui dans le cas du serotype 2 (Ad2) compte 35 
!<ilobases. Les adenovirus ont cinq unite's de transcrip- 
tion pr§coces ou plus dont celle du g3ne EIII et 
plusieurs unite's de transcription tardives (1,2). La 

25 carte de restriction des elements amont du g$ne EIII est 

representee sur la figure 1. Les coordonnees indiqufies 
pour les nucleotides correspondent a" celles obtenues 31 
partir de la sequence Ad 2 de la banque de donn£e EMBL. 

30 °armi les elements importants du gSne EIII, on 

distingue le promoteur et la sequence leader, le 
promoteur allant jusqu'au site Cap, et la sequence leader 
allant depuis le site Cap jusqu'a 1 1 ATG initiateur de la 
traduction. 
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DlffSrentes variances de l'inverition peuvent 
§tre r6alis6es . 

Dans une premiSre variance, seule tout ou par.tie 
de la sequence leader du gdne EIII, est prfisente sur le 
vecteur, De preference, 11 s'agit d'une partle de la 
siquence qui comporte un intron, de sorte que le vecteur 
d'expression porte un intron dans la partle 5 f non 
traduite de l'ARN messager (voir figure 1). Dans ce cas, 
on peut utlliser comae promoteur, tous les promoteurs 
f one t ionne Is pour exp rimer des gSnes h£t Prologues dans 
les cellules de mammi f Sres • On peut citer par exemple 
celui du cytomegalovirus ou celui du g£ne de la 
m&tallothlonine . 

Dans une seconde variante, le vecteur selon 
1 'invention comprend tout ou partie du promoteur du g£ne 
EIII, c ! est-a>dire la partie 5 1 des elements de 
transcription allant jusqu'au site Cap. 

Une variante pr$f$r€e est celle oil le vecteur 
comprend 3 la fols la partie de la sequence * leader qui 
porte un Intron et tout ou partie du promoteur du gSne 
EIII de l'Adgnoyirus 2. 

II est bien sQr pr€f6rable d'avoir a la fois la 
sequence leader et le promoteur correspondant au m€me 
gfine de l*Ad6novirus 2. II est avantageux, suivant une 
caractgris tique supplfimentaire de l'lnvention, d'ajouter 
un activateur de transcription, en p art icu 1 i er les 
sequences activatrtces de SV40 (par exemple les 
repetitions de 72 paires de bases, ou encore celle de 21 
palres de bases ou une association des deux). 
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Les vecteurs selon l r invention sont en general 
des plasmides mais on peut egalement envisager des 
vecteurs viraux dans la mesure oil il s T agit de virus dont 
le cycle comprend une §tape dans laquelle le genome est 
5 sous forme d'ADN double brin comme par exemple les 

papillomavirus. lis sont de preference construits pour 
assurer 1 ' integration de la sequence codant pour la 
proteine h£t€rologue dans le genome de la souche h5te, de 
facon 3 obtenir des lign€es cellulaires stables produi- 

10 sant ladite proteine. Afin d'obtenir des cellules 

comportant un grand nombre de copies du gSne codant pour 
la protiine hStSrologue, les vecteurs d 1 integration 
peuvent comporter une sequence assurant 1 * integration du 
vecteur en plusieurs centaines de copies comme par 

15 exemple le fragment d'ADN mitochondrial murin du plasmide 

p delta. 



Dans certains cas , il peut §tre iat€ressant, pour 
augmenter la production de la proteine h§t6rologue, que 
20 le vecteur comporte une sequence d'ADN suppiementaire , en 

aval de la sequence d'ADN codant pour ladite proteine 
heterologue. 

Pour seiectionner les cellules transf ormees , le 
25 vecteur comporte de preference un gSne de selection, par 

exemple le gSne codant pour la xanthine-guanine phospho- 
ribosyl-transf erase (resistance a l'acide mycophenolique , 
XGPRT), :e gSne de resistance a* la G418 (Neo), ou encore 
le ge*ne .ihydrof ola te reductase (DHFR) qui conf&re la 
30 r6sistan e au methotrexate. On utilisera de preference le 

gSne N€o. 



35 



Le gSne de selection peut Stre porte par une 
unite de transcription independante , ou encore §tre 
place directement eri aval de la sequence d'ADN codant 
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pour la protSine hStgrologue. Ce deuxiSroe cas est 
particuli er ement avant ageux , • puisqu 1 i 1 permet d'obtenir 
un double effet : augmentation de la production et 
amelioration de l'efficacitS de selection. 

II peut aussi etre avantageux de placer le gdne 
de selection dans un bloc d'expression po lycistronique 
contenant un promoteur, une sequence d'ADN codant pour la 
protSine he* tfirologue , un g§ne de selection, un intron, un 
site de polyadSnyla tion. En effet, il a 6t£ dgmontre" & 
plusieurs reprises que les ribosomes peuvent rfiinitier la 
traduction en aval du codon stop, et cette propri€t& est 
utilise'e pour construire des plasmides contenant un bloc 
de selection poly cistronique . Comme g£ne de selection, on 
peut employer ceux qui ont £t€ cit€s plus haut*, le g£ne 
de souris codant pour la dihydrof olale reductase (DHFR) 
et le gSne bactfirien de XGPRT . 

Afin de pouvoir s£lectionner plus facileraent, 
aprls transformation des cellules de mammif&res, celles . 
qui expriraent la prot€ine h€t€tologue en quantity, il est 
part iculier ement avantageux d'ajouter a une unite" 
polycis tronique une unite" de transcription d T un gine de 
selection. De prSfgrence, on utilisera un bloc d'expres- 
sion du gSne DHFR, par exemple sous le contrSle du pro- 
moteur prficoce de SV40 privg de sa sequence activatrice. 

L'invention a e*galement pour objet un procSdg de 
preparation de cellules eucaryotes, afin d'cbtenir des 
lign€es cellulaires produisant une prot£ine h§tfirologue 
selon lequel on effectue la transformation de ces 
cellules par un vecteur selon l'invention et on 
sSlectionne les cellules exprlmant lesdites protSines. 
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Farm! les mfithodes de transformation utilis€es, 
on peut citer en particulter la technique de copr6cipi- 
tation au phosphate de calcium, qui sera raise en oeuvre 
dans les exemples cl-aprSs. 

Enfin, I'invention a pour objet les lign€es 
cellulaires obtenues par la mise en oeuvre du proc£d§ 
selon I'invention, en particulier des lign£es CHO 
produisant du Facteur VIII ou du Facteur IX. En effet, 
I'invention est applicable a" la preparation des facteurs 
de la coagulation sanguine et concerne done figalement un 
proced£ pour leur preparation, selon lequel on cultive 
les cellules sur un milieu de culture appropriS et on 
rScupere la prot§ine obtenue 3. partlr de la culture. 

D'autres caract £r is tiques et avantages de 
I'invention apparattront au cours de la description 
d€taill§e suivante; Celle-ci indique quelques exemples de 
constructions selon l*invention et leur application a" 
1 'expression de prot£ines complexes dans des cellules de 
nammi f $res * 

Les figures suivantes illustrent I'invention : 

- La figure 1 schematise la carte de restriction 
des elements de transcription amont du g§ne EIII. 

- La figure 2 repr€sente schemat iquement la 
structu: o du plasmide pSB394. 

- La figure 3 reprSsente schSma t iquement la 
structure du plasmide pSBDH394. 

- La figure 4 repr6sente schema t iq ueraent la 
structure des plasmides pTGEIII385, pTGEI IIDH3 85 , 
pTGEIIINeo385 . 
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